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研究成果の概要（和文）：タバコタールに紫外線(UVA)を照射する事で新たに現れる変異原性について解析を行った。
この光変異原性は、主流煙タールよりも副流煙タールのほうが強く現れた。タバコのタール含量との相関はなかった。
菌株に対する特異性の解析からA:T塩基対での置換変異が起きていると推定された。活性酸素種の関与は少ないと考え
られた。タバコ特異的ニトロソアミンとの関連で研究を進めている。

研究成果の概要（英文）：Photomutagenic activity of cigarette smoke condensate (CSC) with UVA-irradiation w
as investigated. Sidestream CSC was more photomutagenic than mainstream CSC. Photomutagenic potency was no
t related to the tar contents of cigarette. No significant increase of 8-OHdG was detected under the condi
tions used. Tobacco specific nitrosamins (TSNA) may be responsible for the photomutagenicity.
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１．研究開始当初の背景 
 申請者の研究テーマの 1つとして、環境化
学物質と紫外線との複合作用で新たに生じ
る変異原性について研究を進めている。農薬
および食品添加物については、変異原性を含
む各種毒性試験が適切な手法で行われ評価
を受けているが、これらは原体の有効成分単
独についてのものである。また、光分解や安
定性については化学的な分析に基づく評価
が行われているが、光分解物などの生物影響
に関しては全く調べられていないのが現状
である。近年オゾン層破壊による紫外線
(UVB, UVA) の増大が懸念されており、光照
射による遺伝毒性の発現の簡易試験法の開
発やメカニズム解明は、益々重要になってき
ている。 
 これまでの申請者の研究で、ポストハーベ
スト農薬であるチアベンダゾール(TBZ) が、
それ自体には変異原性はないが、近紫外光 
(波長 320 nm 以上) の照射で強力な変異原
性を示すようになることを見いだし、そのメ
カニズムの一部を明らかにしてきた。また、
香料として用いられている食品添加物のマ
ルトールにも近紫外光照射による変異原性
の出現を見いだした。香料マルトールの UVA
活性化体は水溶液中で数時間も変異原性の
活性を失わないことから、かなり安定した物
質である。活性化体の同定にはいたっていな
いが、その作用メカニズムは TBZ の場合と
はまったく異なるものであると考えられる。
これらの光活性化メカニズムを明らかにし
て、必要な対策を考える必要があると考えら
れる 
 
２．研究の目的 
 タバコタールには多環芳香族炭化水素や
ニコチンなど生体内で代謝されて変異原性
を示す物質が存在することはすでに報告さ
れているが、副流煙タールに近紫外光(UVA)
照射することでこれまで知られていなかっ
た変異原性が現れることを見いだした。その
メカニズムを明らかにすることを目的とし
た。(1) 各種のタバコ製品から採集したター
ルでの光活性化の比較検討 (2) 8‐ヒドロキ
シデオキシグアノシンの生成の解析 (3) タ
バコ特異的ニトロソアミンの分析 
 
３．研究の方法 
(1) 各種のタバコ製品から採集したタール
での光活性化の比較検討 
 タバコタールの捕集方法(国際標準モード
のISO法とカナダ保健省が 推奨しているHCI
法)を変えて、採取したタールの変異原性の
強さを比較した。さらにたばこの銘柄による
違いについても比較検討した。タールの変異
原性はサルモネラ菌及び大腸菌を用いた復
帰突然変異試験で、代謝活性化を行わない条
件下で調べた。 
 
(2) 8‐ヒドロキシデオキシグアノシンの生

成の解析 
 活性酸素種が関与していると推定し、ゲノ
ム DNA 中の 8‐ヒドロキシデオキシグアノシ
ン(8-OHdG)の生成量を定量することを試み
た。UVA 照射したタバコ副流煙タール存在下
でUVA照射した大腸菌からゲノムDNA を抽出
し、ヌクレアーゼ P1 処理、アルカリホスフ
ァターゼ処理を行ってヌクレオシドに分解
した。このサンプルを HPLC-ECD 分析により
8-OHdG の定量を行った。 
 
(3) タバコ特異的ニトロソアミンの分析 
 タバコ特異的ニトロソアミン(TSNA)の測
定は、タバコ葉にくえん酸-リン酸緩衝液を
添加後振とう抽出し、抽出液を珪藻土カラム
で 処理後、高速液体クロマトグラフ/質量分
析計(LC/MS/MS)に供して行った。また、ニコ
チン測定は、タバコ葉に超純水、2M NaOH 及
び n-ヘキサンを添加後振とう抽出し、n-ヘキ
サン溶液をガスクロマトグラフ/質量分析計
(GC/MS)に供して行った。 
 
４．研究成果 
(1) 各種のタバコ製品から採集したタール
での光活性化の比較検討 
  受動喫煙として問題となるタバコの副流
煙タールを主な材料として、紫外線(UVA)を
照射する事で新たに現れる変異原性につい
て解析を行った。WP2uvrA/pKM101 株の菌液と
タールの混合液に UVA 照射(230μW/cm2, 10
〜30 分)することで変異原性が著しく増強さ
れた。この光変異原性は、主流煙タールより
も副流煙タールのほうが強く現れた。一方、
TA100、TA98 株では顕著な増強は認められな
かった。タール含量の異なるタバコ（セブン
スター、マイルドセブンワン）で較べたとこ
ろ、その比活性は同程度であったが、低ター
ルタバコのピアニッシモワンでは高い比活
性が認められた。タバコの銘柄により比活性
は異なっていたが、タール含量との相関はな
かった。光変異原性は WP2uvrA/pKM101 株で
検出されたが、TA100 株では見られなかった
ことからA:T塩基対での置換変異が起きてい
ると推定された。また、あらかじめ UVA 照射
したタールでは変異原性は検出されなかっ
た。タバコ副流煙タールには従来考えられて
いた変異原以外にも、UVA 照射によって変異
原性を示す物質が含まれていることが判明
した。 
 
(2) 8‐ヒドロキシデオキシグアノシンの生
成の解析 
 活性酸素の作用で生じる 8-ヒドロキシデ
オキシグアノシン（8-OHdG）の生成量を定量
した結果、生成量にわずかな増加が認められ
たが、変異原性の強さを説明できる生成量で
はなかった。一つの原因として、抽出時にお
ける 酸化の影響が無視できず、バックグラ
ンドの値が高くなっていることが考えられ
た。サンプル調整時に窒素置換するなどの工



夫を加えて検討し、活性酸素種の関与につい
て結論が得られるような実験をする必要が
ある。一方で、プラスミド DNA に対する DNA
鎖切断活性を詳細に調べた。一本鎖 DNA 切断
活性は認められたものの強い活性ではなく、
副流煙タールに近紫外光(UVA)照射で生じる
変異原性は、活性酸素種ではなく、DNA に付
加体を作る作用もあると判断した。 
 
(3) タバコ特異的ニトロソアミンの分析 
 タバコ葉に含まれる既存変異原性物質か
らの解析を試みた。国内で販売された製品の
タバコ葉中のタバコ特異的ニトロソアミン 
(TSNA)の測定を行い、さらにニコチン量の分
析も行った。特に最近登場した新しいタイプ
の「嗅ぎたばこ」について注目し研究を実施
した。「嗅ぎたばこ」は 無煙たばことして開
発され、日本国内では 2010 年から販売され
ている。本製品はカートリッジに充填された
たばこ葉から放散されるガ ス成分を、口腔
に吸引して使用するたばこである。紙巻たば
こと異なって外箱にニコチン量等の表示義
務はない。また、使用者が曝露 される化学
物質及びその濃度についての測定報告は少
ないため、嗅ぎたばこの使用による健康影響
は不明な点が多い。先行販売 2 製品
(MINT,BITTER)のたばこ葉中ニコチン 量及
び TSNA 量は、1 カートリッジあたり、MINT
が 5.49 mg と 737 ng、BITTER が 9.12 mg と
1,180 ng となり、両成分とも BITTER の方が
MINT より 1.6 倍多く含まれていた。 
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